Doc. No. API 
Appl. No. 458,302 

WEt lOKUANlSATION FUR GEISTIGES EIGENTUM 
_ ^ Internationales BCro 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VERGFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG OBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PGT) 



PCX 




(51) Internationale Patentklassifikation ^ : 
COIN 33/68, 33/564, C07K 7/04 



Al 



(11) Internationale Verdffentlicbungsnummer; WO 92/21033 

26. November 1992 (26.1 1.92> 



(43) Internationales 

Veroffentlichungsdatum : 



(21) Internationales Aktenzeichen : 

(22) Internationales Anmeldedatom : 



PCT/EP92/01072 
15. Mai 1992(15.05.92) 



(30) Prioritatsdaten : 
P41 16 256,0 



17. Mai 1991 (17.05.91) 



DE 



(71) Anmelder (fur alle Bestimmungsstaaten ausser US): MAX- 

PLANCK-GESELLSCHAFT ZUR FORDERUNG 
DER WISSENSCHAFTEN E.V. [DE/DE]; Bunsenstra- 
Be 10, D-3400 Gbtungen (DE). 

(72) £rrinder;und 

(75)Erfinder/Anmelder fnur fur US) : RAMMENSEE, Hans- 
Georg [DE/DE]; Sommerhalde 3, D-7400 Tubingen 
(DE). FALK, Kirsten [DE/DE]; ROTZSCHE, Olaf 
[DE/DE]; Hundskapfklinge 42, D-7400 Tubingen (DE). 
STEVANOVlC, Stefan [DE/DE]; SchuIstraSe 18, D- 
7400 Tubingen (DE), JUNG, Gunther [DE/DE]; Ob der 
Grafenhalde 5. D-7400 Tubingen (DE). 



(74)Anwalte: WEICKMANN, H. usw. ; KopemikusstraSe 9, 
D-8000 MQnchen 80 (DE). 



(81) Bestimmungsstaaf en : AT, AT (europSisches Patent), AU, 
BB, BE (europaisches Patent), BF (OAPI Patent). BG, 
BJ (OAPI Patent), BR, CA, CF (OAPI Patent), CG 
(OAPI Patent), CH, CH (europ5isches Patent), CI (OA- 
PI Patent), CM (OAPI Patent), CS, DE, DE (europai- 
sches Patent), DK, DK (europaisches Patent). ES, ES 
(europaisches Patent), FI. FR (europaisches Patent), GA 
(OAPI Patent), GB, GB (europaisches Patent), GN (OA- 
PI Patent), GR (europaisches Patent), HU, IT (europai- 
sches Patent), JP. KP, KR, LK, LU. LU (europaisches 
Patent), MC (europaisches Patent), MG, ML (OAPI Pa- 
tent), MN, MR (OAPI Patent), MW, NL, NL (europai- 
sches Patent), NO, PL, RO, RD, SD, SE, SE (europai- 
sches Patent). SN (OAPI Patent), TD (OAPI Patent). 
TG (OAPI Patent), US. 



Veroffentiicht 

Mit internationahm Recherchenbericht. 
Vor Ablauf der Jur ^ndentngen der Anspruche zujgefasse- 
nen FrisL Verqffetjrlichung wird wiederhoU falls Anderun- 
gen eintreffen. 



(54) Title: DETERMINATION OF MOTIFS OF PEPTIDES ON MHC MOLECULES 
(54)Bezeicfanung: BESTIMMUNG VON PEPTIDMOTIVEN AUF MHC-MOLEKOLEN 



(57) Abstract 

A process is disclosed for determining allele-specific motifs of peptides on molecules of the major histocompatibility com- 
plex (MHC) of classes I and II. Also disclosed are the motifs of peptides obtained by this process, as well as the use of the dis- 
closed motifs of peptides for preparing diagnostic or therapeutical agents. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung von allelspezifischen Peptidmotiven auf Molekulen des 
Major Histocompatibility Complex (MHC) der Klassen I und II sowie die durch das erfindungsgemaSe Verfahren erhaitlichen 
Peptidmotive. Weiterhin wird die Verwendung der erflndungsgemaSen Peptid motive zur Herstellung eines diagnostischen oder 
therapeuttschen Mittels offenbart. 
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Bestimmung von Peptidmotiven auf MHC-Molekiilen 

B e s c h r e i b u n g 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestim- 
mung von Peptidiaotiven bzw. -epitopen auf Molekiilen des Major 
Histocompatibility Complex (MHC) sowie die dadurch bestimmten 
Peptidmotive und ihre Verwendung zur Herstellung eines dia- 
gnostischen oder therapeutischen Mittels . 

Die cytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) erkennen antigene Pep- 
tidepitope in Verbindung mit MHC-kodierten Molekiilen. Dieses 
Phanomen wird als MIC-Restriktion bezeichnet (1-5). Die Kri- 
stallographie von menschlichen MHC Klasse I-Molekiilen, HLA-2 
und Aw68;- ergab einen Spalt, der durch die al~ und a2-Doinanen 
der schweren Ketten gebildet wird (3,6). Man nimmt an, daS 
dieser Spalt die Bindestelle fur antigene Peptidepitope ist, 
da beide Kristalle Strukturen von PeptidgroBe enthielten, die 
nicht mit MHC-Sequenzen kompatibel war en und sich an diesem 
Spalt befanden (6). 

Es wird angenommen, daB diese Peptide von intrazellularen 
Proteinen stammen und an der Zelloberf lache prasentiert wer- 
den, um den cytotoxischen T-Lymphozyten zu erlauben, die 
Zellen auf abnormale Eigenschaf ten zu testen. Es wurden be- 
reits MHC-assoziierte Peptide, die T-Zellepitope reprasentie- 
ren, aus normalen oder virusinf izierten Zellen extrahiert 
(2,4,5,7,8). Auf entsprechende Weise konnen auch Antigene, 
die durch die MHC Klasse II restringierten T-Zellen erkannt 
werden, durch kunstliche Peptide nachgeahmt werden (9), und 
MHC-assoziierte antigene Peptide wurden von MHC Klasse II- 
Molekiilen eluiert (10). Aufgrund ihrer Position in der Mitte 
von trimolekularen Komplexen, die aus T-Zellrezeptor , Peptid 
und MHC-Mplektil bestehen (11), sind die T-Zellepitope ein 
zentraler Punkt des spezifischen Immunsystems und somit be- 
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steht ein groSes Bediirfnis nach dem Verstandnis der Gesetz- 
inaBigkeiten ihres Auftretens sowie nach einem Bestinunungsver- 
fahren (12-15). 

Die erfindungsgemaSe Aufgabe wird gelost durch ein Verf ahren 
zur Bestimmung von allelspezifischen Peptidmotiven auf Mole- 
kiilen des Major Histocompatibility Complex (MHC) der Klassen 
I Oder II, welches dadurch gekennzeichnet ist, daB man 

(a) durch AufschluB von Zellen, die MHC-Molekule enthalten, 
einen Zellextrakt erzeugt, 

(b) MHC-Molekiile mit den darauf befindlichen Peptidmischun- 
gen durch Immunprazipitation aus dem Zellextrakt ab- 
trennt, 

(c) die Peptidmischungen von MHC-Molekulen und sonstigen 
Proteinbestcuidteilen abtrennt , 

(d) einzelne Peptide oder/und ein Gemisch davon sequenziert, 

und 

(e) aus den erhaltenen Informationen, insbesondere aus der 
Sequenzierung eines Gemisches, oder aus der Sequenzie- 
rung einer Reihe von Einzelpeptiden, das allelspezif i- 
sche Peptidmotiv ableitet. 

Durch das erfindungsgemaSe Verf ahren werden Peptidmotive 
bestimmt, welche die GesetzmaBigkeiten beinhalten, nach denen 
MHC-Molekiile Peptide auswahlen und prasentieren. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann sowohl mit MHC-Molekulen 
der Klasse I als auch mit MHC-Molekiilen der Klasse II durch- 
gefiihrt werden, wobei MHC-Molekvile der Klasse I bevorzugt 
sind. Besonders bevorzugt sind H-2Kd-, H-Rb-, H-IT)^ - H-2K'' , 
H-2K"'' Oder HLA-A*0201 oder A*0205-Molekule. 

Bei der Immunprazipitation der MHC-Molekule durch das erfin- 
dungsgemaSe Verfahren werden giinstigerweise Antikorper ver- 
wendet, die fiir die jeweils gewiinschten MHC-Molekiile spezi- 
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fisch sind. Zur erf indungsgemaSen Verwendung bevorzugte MHC- 
Klasse I-Molekiile schlieflen die Molekiile Al, A2 , A3, A9, AlO, 
All, A28, A29, Awl9, BS, B7, B8, B12 bis B18, B21, B35 and 
B37 mit ein, sind jedoch nicht darauf beschrankt. Bevorzugte 
MHC-Klasse II-MoIekiile zur erfindungsgemaSen Verwendung 
schlieSen die Molekiile DRl, DRZ, DR3r DR4, DR5, DRw6, DR7, 
Dwl, Dw2 und Dw3 mit ein, sind jedoch nicht darauf be- 
schrankt. Zur Bestimmung von H-2K«^ - oder H-2D^ -Molekiilen 
werden beispielsweise -^spezif ische Antikorper (25) oder D^- 
spezifische Antikorper (26) verwendet. Vorzugsweise verwendet 
man monoklonale Antikorper, es ist jedoch auch die Verwendung 
eines entsprechend gereinigten polyklonalen Antiserums mog- 
lich, Antikorper^ die erf indungsgemaS verwendet werden kon- 
nen, konnen mittels dem Fadhmann gut bekannten Standardtech- 
niken de novo hergestellt werden. Beispiele von Antikorpern, 
die in der Erfindung verwendet werden konnen, schlieSen alle 
Antikorper gegen HLA-Antigene , die in dem "Catalogue of Cell 
Lines and Hydridomas" des ATCC (American Type Culture 
Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD 20852) er- 
wahnt sind, mit ein, ohne sich jedoch darauf zu beschranken, 
Bevorzugte Beispiele (in der ATCC-Nomenklatur ) schlieSen 
HB82, 117, 166, 54, 122, 164, 95, 120, 116, 118, 94, 152, 
176, 55, 115, 157, 119, 59, 105, 165, 144, 180, 103, 110, 
109, 151 und 104 mit ein. Alle in dem Katalog erwahnten Anti- 
korper gegen Maus-H-2-Antigene konnen ebenso in der Erfindung 
verwendet werden. Besonders bevorzugt erfolgt die Immunprazi- 
pitation durch Festphasen-gebundene Antikorper. Festphasen- 
gebundene Antikorper lassen sich auf eine dem Fachmann he- 
kannte Weise herstellen, z.B, durch Kopplung des Antikorpers 
an Bromcyan-aktivierte Sepharose 4B (Pharmacia LKB) . Andere 
Beispiele von Festphasen, an die Antikorper zur erfindungsge- 
maSen Verwendung gebunden werden konnen, schlieSen Agarose, 
Cellulose, Sephadex, Protein-A-Sepharose und Protein-G-Sepha- 
rose mit ein, ohne sich darauf zu beschranken. Da,s bevorzugte 
Verfahren der Immunprazipitation stellt Adsorptions-chromato- 
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graphie mittels Antikorper, die an aus Cyanogenbromid-akti- 
vierter Sepharose 4B (siehe Beispiel 1 ) hergestellten 
Kiigelchen gekuppelt sind, dar. 

Die Abtrennung der zu bestimmenden Peptidmischungen von MHC- 
Molekiilen und sonstigen Proteinbestandteilen erfolgt gunsti- 
gerweise durch ein chromatographisches Verfahren, vorzugswei- 
se fiber Reversed Phase-HPLC. Dabei hat es sich als giinstig 
erwiesen, da6 die Abtrennung in einera Trifluoressigsaure/HzO- 
Trifluoressigsaure/Acetonitril-Gradienten erfolgt. Andere 
Verf ahren, die erfindungsgemaS zur Abtrennung von Peptidmi- 
schungen von MHC-Molekiilen verwendet werden konnen, schlieBen 
lonenaustausch, Gelf iltration, Elektrof okussierung, High 
Performance Capillar Elektrophorese (HPCE) und Gelelektropho- 
rese mit ein, sind jedoch nicht darauf beschankt. Ein anderes 
Mittel zur Durchfuhrung der Trennung stellt Ultrafiltration 
dar, wobei eine Membran mit einer Permeabiiitat von 3000 oder 
5000 Oder 10000 Da verwendet wird. Bevorzugt wird die Tren- 
nung mittel s HPLC durchgef iihrt . 

Bei der chromatographischen Auftrennung der Peptidgemische 
kann man in manchen Fallen eine einzige Peptidspezies isolie- 
ren. Somit besteht Schritt (d) des erf indungsgemaBen Verfah- 
rens entweder in der Sequenzierung eines Peptidgemisches, 
wodurch eine Konsensussequenz fur die auf dem jeweiligen MHC- 
Molekiil befindlichen Peptidmotive bestimmt Werden kann, 
oder/und in der Sequenzierung eines definierten Peptids. 

Als Ausgangsmaterial fiir die Bestiinmung von Peptidmotiven 
konnen normale Zellen, Tumorzellen, als auch durch Viren oder 
sonstige Erreger infizierte Zellen sowie in vitro kultivierte 
Zellen des Menschen oder von Tieren verwendet werden. Normale 
Zellen, die in der Erfindung verwendet werden konnen, 
schlieBen frisehe Zellen, wie z.B. periphere Blutlymphozyten, 
Zellen der Milz, der Lunge, des Thymus oder Zellen von einem 
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anderen Gewebe, das MHC-Molekiile exprimiert mit ein^ sind 
jedoch nicht darauf beschrankt. In der Erfindung verwendete 
Tumorzellinien schlieSen die Tumor zellen EL4 und P815 mit 
ein, sind jedoch ebenfalls nicht darauf beschrankt. Virusin- 
fizierte Zellen, die in der Erfindung verwendet werden 
konnen, schlieSen, ohne darauf beschrankt zu sein, JY-Zellen, 
die durch den Epstein-Barr-Virus transf ormierte menschliche 
B-Zellen sind, mit ein. Die durch das erf indungsgemaBe Ver- 
fahren bestimmten Peptidmotive entsprechen dem f olgenden 
Grundprinzip : 

a) Sie weisen eine allelspezif ische Peptidlange von 8, 9, 
10 Oder 11 Aminosauren bei MHC-Kiasse I-Molekiilen sowie 
von 8 bis 15 Aminosauren bei MHC-Klasse II Molekiilen 
auf , 

b) sie besitzen zwei Ankerpositionen (die Bezeichnung "An- 
kerposition" wird verwendet, wenn eine Position ein 
starkes Signal fiir einen einzigen Aminosaurerest zeigt 
Oder wenn eine Position durch einige wenige Aminosaure- 
reste mit sehr nahe verwandten Seitenketten besetzt 
wird), wovon sich eine Ankerposition immer am C-termina- 
len Ende befindet und haufig aliphatisch ist, und 

c) die Peptide werden natiirlicherweise auf MHC-Molekiilen 
von normalen, virusinf izierten, anderweitig infizierten 
Oder mit Genen transf ij^ierten oder mit Antigen beladenen 
Zellen prasentiert. 

Die Sequenzierung der Selbstpeptidgemische aus den MHC-Klasse 
I-Molekiilen H2Krf , E2K^ , H2D^ und HLA-A2 zeigt ein jeweils 
unterschiedliches allelspezif isches Peptidmotiv, das von 
jedem der Klasse I-Molekiile prasentiert wird. Die von , D^ 
und A2 prasentierten Peptide sind Nonamere, wahrend die K^*- 
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prasentierten Peptide Octamere sind, wobei die korrespondie- 
renden Peptidmotive zwei Ankerpositionen enthalten, die durch 
einen einzigen Aminos aurer est oder durch einen aus einer 
geringen Anzahl von Aminosaureresten mit nahe verwandten 
Seitenketten besetzt sind. Diese Ankerpositionen befinden 
sich bei den unterschiedlichen Motiven nicht an derselben 
Stelle, sie konnen etwa an Position 5 und 9 (D" ) oder 2 und 8 
(Ki, A2) Oder 5 und 8 (K" ) sein. Die C-terminalen Ankerreste 
aller Motive sind hydrophobe Aminosauren . Die nicht an Anker- 
positionen befindlichen Aminosaurereste konnen ziemlich va- 
riabel sein, einige jedoch werden vorzugsweise durch bestijnrai- 
te Aminosauren besetzt, beispielsweise f indet man hauf ig Pro 
an Position 4 des K«*-Motivs, Tyr an Position 3 des K^-Motivs 
und hydrophobe Reste herrschen an den Positionen 3 des D"- 
Motivs und 6 des A2 Motivs vor. Fiir H-2L'' war ein Ankerrest 
Prolin an Position 2. 

Die durch das erfindungsgemaBe Verfahren gewonnenen Ergebnis- 
se entsprechen sehr gut der Struktur des kristallographisch 
gefundenen Spalts bei MHC-Klasse I-Molekiilen (3,6). Unter- 
schiedliche MHC-Klasse I-Allele unterscheiden sich an diesem 
Spalt durch das Vorhandensein unterschiedlicher Taschen, was 
vermutlich darauf zuruckzufuhren ist, daS die Taschen jeweils 
unterschiedliche Aminosauren aufnehmen konnen. Daher stellen 
die allelspezifischen Taschen in den MHC-Kristallen und die 
Seitenketten der allelspezifischen Ankerreste vermutlich 
komplementare Strukturen dar. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die 
Verwendung der erf indungsgemaQen Peptidmotive bei einem Ver- 
fahren zur Herstellung eines diagnostischen oder therapeu- 
tischen Mittels. Ein mogliches Anwendungsgebiet der Peptidmo- 
tive ist der diagnostische Nachweis von MHC-Molekiilen . Da die 
MHC-Molekule durch ihre individuelle spezifische Bindung von 
Peptiden charakterisiert sind, kann ein Bindungs nachweis iiber 
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Peptide einer Markierungsgruppe erfolgen, wobei als Markie- 
rungsgruppe beispielsweise eine Biotin- oder eine Fluores- 
zenzgruppe an das Peptid gekoppelt wird. Anders dem Fachmann 
bekannte Markiemngen konnen ebenso in der Erf indung verwen- 
det werden. Diese Markierungen schlieSen/ ohne sich darauf zu 
beschranken, radioaktive Markierungen wie z-B- an Thyrosinre- 
ste von Peptiden gebundenes ^^^I oder ^^^I, oder oder 
(beide wahrend deren Synthese in die Peptide eingebaut) mit 
ein. Bindung der Markierungen an die Peptide kann nach dem 
Fachmann gut bekannten Verfahren erreicht werden. Die Markie- 
rung erfolgt vorzugsweise an Nicht-Ankerpositionen, Die auf 
solche Weise gefundenen Korrelationen zwischen dem Auftreten 
von Autoimmunkrankheiten und der Expression von MHC-Molekiilen 
mit krankheitsspezif ischen Peptidmotiven konnen diagnostisch 
verwertet werden, Beispiele von in vitro diagnostischen Ver- 
wendungen der erf indungsgemaSen Peptidsequenzen schlieSen, 
ohne sich darauf zu beschranken^ Messung der Bindungsspezif i- 
tat von MHC-Molekiilen^ Korrelierung der Bindungsspezif itat 
von MHC-Molekiilen mit Krankheiten, und Bestimmung der Sequenz 
von T-Zellepitopen unbekannten Ursprungs durch Inkubieren 
geeigneter Zellen, die die interessierenden MHC-Molekiile 
exprimieren mit HPLC-Fraktionen einer Peptid-Bank (Mischung 
von Peptiden, die in das untersuchte Motiv pas sen) und Be- 
stimmung der durch die T-Zelle erkannten Peptide, gefolgt von 
chromatographischem Vergleich des natiirlichen T-Zellepitops 
mit dem als T-Zellepitop erkannten synthetischen Peptid 
{Nature 348: 252-254 (1990)) mit ein. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der 
erf indungsgemaSen Peptidmotive bei einem Verfahren zur Her- 
stellung eines Arzneimittels zur Therapie von Storungen des 
Immunsystems oder von Tumorerkrankungen . Insbesondere konnen 
die erf indungsgemaSen Peptidmotive fiir die Intervention bei 
Autoimmunkrankheiten (Prophylaxe und Therapie ), beispielswei- 
se durch Blockierung bestimmter MHC-Molekiile sowie durch die 
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induktion peptidspezifischer Nicht-Reaktivitat von T-Zellen, 
verwendet werden. Weiterhin ist eine Intervention bei Trans- 
plantatabstoSungen und Graft-versus-Host-Reaktionen auf ana- 
logs Weise moglich. Ferner konnen die erf indungsgemaSen Pep- 
tide fiir die induktion oder die Verstarkung bzw. Vermehrung 
von gegen Tumorzellen gerichteten T-Zellen in vitro und in 
vivo eingesetzt werden, insbesondere fiir die Vakzinierung 
gegen Tumorerkrankungen und fiir die Therapie bestehender 
Tumorerkrankungen, wobei insbesondere der sogenannte Graft- 
versus-Leukamia-Effekt (Sullivan et al., N.Engl .J.Hed. 320: 
828-834) ausgenutzt werden kann. Die erf indungsgemaSen Pepti- 
de konnen ebenso dazu verwendet werden, T-Zellantwoften gegen 
infektiose oder laaligne Krankheiten zu verstarken, indem MHC- 
bindende Peptide, die spezifisch fur das infektiose Mittel 
Oder fur Tumore sind, in vivo eingesetzt werden. Alternativ 
konnen T-Zellen aus Tieren gewonnen werden, ihre Anzahl in 
vitro durch Verwendung von Peptiden und geeigneten Wachs- 
tumsbedingungen, einschlieBend Cytokine, wie z.B. Interleukin 
2, Interleukin 4 oder Interleukin 6 vermehrt und anschlieSend 
in den Patienten zuriickgefiihrt werden. Die erf indungsgemaflen 
Peptide konnen weiterhin dazu verwendet werden, alle Tumore, 
die durch T-Zellen angreifbare Antigene exprimieren , ein- 
schlieBlich, ohne darauf zu beschranken, Melanome, Brust- 
krebs, Tumore viralen Ursprungs, wie z.B. Burkittslymphom und 
solche Tumore, die durch menschlichen Papillomavirus wie 
zervikales Karzinom und andere anogenitale Tumore zu behan- 
deln. Peptide, die von T-Zellrezeptor-Molekulen oder Antikor- 
permolekiilen abstammen, konnen auch fiir die gezielte Manipu- 
lation immunregulatorischer Mechanismen eingesetzt werden, 
insbesondere fiir die Bekampfung von Autoimmunkrankheiten und 
TransplantatabstoSungen, sowie Graf t-versus-Host-Reaktionen . 
In vivo-Verwendungen der erf indungsgemaBen Proteine zur Pra- 
vention schlieBen ihre Verwendung, ohne darauf beschrankt zu 
sein, als Peptidvakzine gegen infektiose oder maligne Krank- 
heiten und Verwendung der in dieser Erfindung gesammelten 
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Information beziiglich geeigneter T-Zellepitope zu ihrem Ein- 
bau in alle anderen Arten von Impfstoffen einschlieSlich 
rekombinante Impfstoffe (einschlieBlich Viruse wie Vaccinia 
Oder Bakterien wie Salmonella oder Mycobacteria) und Protei- 
ne, die durch Verwendung von rekombinanten Bakterien (z.B» 
E.coli) Oder anderen Zellen, einschlieSlich Hefe-, Insekten-, 
Maus- Oder menschlichen Zellen hergestellt wurden, mit ein. 

Die Dosierung oder Konzentrationen der erf indungsgemaSe Pep- 
tide konnen durch den Fachmann routinemaSig bestimmt werden. 
Diese konnen in vivo in einem Bereich von 10 ijg bis 1 g er- 
wartet werden. In vitro-Konzentrationen konnen in einem Be- 
reich von 1 Femtomol bis 1 Micromol erwartet werden- Die 
Verabreichung in vivo schlieSt, ohne sich darauf zu beschran- 
ken, einen subkutanen, intramuskularen, intravenosen, intra- 
dermalen und oralen Weg mit ein. 

Vorzugsweise ist bei der therapeutischen Verwendung ein Pep- 
tide das einem erf indungsgemaSen Peptidmotiv entspricht, N- 
oder/und C-terminal mit lipophilen bzw. amphiphilen Gruppen, 
insbesondere lipophilen Peptid-Helices kovalent verkniipft. 
Ein Beispiel fiir eine derartige Gruppe ist Tripalmitoyl-S- 
glycerylcysteinyl-serylserin . 

Die Erfindung soil weiter durch die folgenden Beispiele in 
Verbindung mit Figur 1 veranschaulicht werden. 

Es zeigen 

Fig. la ein HPLC-Profil von Material, das mit Anti-K^ -Anti- 
korpern aus P815 Lyssat abgetrennt wurde. 

Fig. lb einen vergroSerten Ausschnitt des Chromatogramms 
aus la (Fraktionen 15 - 35), 

Pig. Ic eine Rechromatographie des in lb mit einem Pfeil 
gekennzeichneten Selbstpeptids . 
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Bel s piel 1 

10 bis 20x109 p815-Tuinorzellen (H-2Kd ) wurden pelletiert und 
30 Minuten mit 250 ml 0,5 % Nonidet P40 in Phosphat-gepuf f er- 
ter Salzlosung (PBS) mit 0,1 mmol/1 Phenylmethylsulfonylf iuo- 
rid (PMSF) bei 4°C geriihrt. Der Uberstand wurde 5 Minuten bei 
250 g und 30 Minuten bei 150.000 g und 4°C) zentrifugiert und 
dann durch eine adsorptionschromatographische Anordnung ge- 
leitet. Die adsorptionschromatographische Anordnung bestand 
aus drei Saulen mit jeweils einem Bettvolumen von etwa 1 ml. 
Das Saulemnaterial bestand aus Antikorper-gekoppelten bzw. 
Glycin-gekoppelten Kugelchen, die aus Bromcyan-aktivierter 
Sepharose 43 (Pharmacia LKB) gemaB dem Protokoll des Herstel- 
lers hergestellt wurden. Als Antikorper wurden jeweils 5 mg 
von Ki-spezifischem Antikorper 20-8-4S (IgG 2a, kappa; 25) 
Oder Db -spezif ische Antikorper B22-249 (IgG 2a, kappa; 26) an 
1 ml der Kugelchen gekoppelt. Der Uberstand des Zellextrakts 
wurde zunachst durch eine Saule mit Glycin-gekoppelten Ktigel- 
chen, dann durch eine entsprechende SSule mit Anti-K" -Kiigel- 
chen und dann fiir eine Scheinprazipitation iiber Anti-D" - 
Kugelchen geleitet. 

Die Kugelchen wurden aus alien drei Saulen entfernt und mit 
0,1 % Trif lucres sigsaure fiir 15 Minuten verwirbelt (7). Die 
iiberstande wurden durch Vakuumzentrifugation getrocknet und 
durch Reverse Phase HPLC unter Verwendung einer Superpac Pep 
S Saule {C2/C18; 5 fim Teilchen, 4,0 x 250 iran, Pharmacia LKB) 
und einer Pharmacia LKB-Apparatur abgetrennt (4). Elutions- 
mittel: LSsung A 0,1 % Trif luoressigsaure in HgO (v/v) , 
Losung B 0,1 % Trif luoressigsaure in Acetonitril. 
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Fiir die in Figur la und b gezeigten chromatographischen Tren- 
nungen wurde der folgende Gradient veirwendet : 
0 bis 5 Minuten, 100 % A 

5 bis 40 Minuten linearer Anstieg auf 60 % B, 
40 bis 45 Minuten 60 % 
45 bis 50 Minuten Abnahme auf 0 % B, 
FluBrate: 1 ml/Minute/ FraktionsgroSe: 1 ml. 

Die einzelnen Fraktionen wurden gesammelt und durch Vakuum- 
zentrifugation getrocknet. 

Figur 1 zeigt die HPLC-Auf trennung von iminunprazipitierten 
und Trif luoressigsaure-behandelten K*^ -Molekiilen. Figur la 
zeigt ein HPLC-Profil von TFA-behandeltem Material, das aus 
P815-Lysat mit Anti-K^ (durchgehende Linie).bzw, mit Anti-D^ 
(gestrichelte Linie) prazipitiert wurde. Zwischen den Frak- 
tionen 20 und 28 wird heterogenes Material in geringen Mengen 
eluiert, bei dem es sich um die gesuchten allelspezif ischen 
Peptidgemische handelt. 

Die Fraktionen 20 bis 28 wurden sowohl aus dem K^-Ansatz als 
auch von dem Scheinprazipitat gesammelt. Beide Ansatze wurden 
unter Verwendung der Edman-Abbaumethode automatisch sequen- 
ziert (Edman et ai., Eur. J.Biochem. 1: 80-91 (1967)). Der 
Edman-Abbau wurde in einem* Protein Sequencer 477A, ausgestat- 
tet mit einem on-line PTH-Aminosaure Analysator 120A (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, 94404, USA) durchgef iihrt . Glas- 
faserfilter wurden mit 1 mg J^ioPrene Plus beschichtet und 
nicht prazyklisiert . Die Sequenzierung wurde unter Verwendung 
der Standardprogramme BEGIN- 1 und NORMAL- 1 (Applied Biosy- 
stems) durchgefiihrt . Cystein wurde nicht modifiziert und 
konnte deshalb auch nicht nachgewiesen werden- 

Das Edman-Verf ahren beinhaltet eine sequenzielle Derivatisie- 
rung und Aminosaurenentf ernung vom N-Terminus, von denen jede 
chromatographisch identif iziert wird. Da es ungewohnlich ist. 
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komplexe Gemische von Peptiden zu sequenzieren, werden die 
direkt aus dem Sequenziergerat gewonnenen Daten prasentiert. 
Tabelle la und b zeigen die Ergebnisse aus zwei Sequenzie- 
rungsversuchen fiir K«i-eluierte Peptide. Tabelle Ic zeigt das 
Sequenzierungsergebnis einer Scheinelution mit Db-spezifi- 
schen Antikorpern auf P815-Lysaten. Die K** -eluierten Peptide 
haben ein klares Aminos aur emus ter fiir jede Position von 1 bis 
9, wahrend das scheineluierte Material durchgehend ein 
gleichformiges Aminosauremuster mit einer Abnahme der absolu- 
ten Menge jedes Rests bei jedem Zyklus zeigt. Bei den K**- 
eluierten Peptiden wurden nur die Reste, die mehr als 50 % 
Anstieg in der absoluten Menge im Vergleich mit dem vorheri- 
gen oder dem vorvorherigen Zyklus zeigten, als signifikant 
erachtet und unterstrichen. Die erste Position ist schwierig 
zu beurteilen, da es keinen vorherigen Zyklus gibt und uber- 
dies alle im HPLC-Pool vorhandenen freien Aminosauren an 
dieser Position nachgewiesen werden. Pur die zweite Position 
ist der einzige Rest, dessen Haufigkeit iiti Vergleich zum 
vorherigen Zyklus klar erhoht ist, Tyrosin(z.B. Tabelle la 
60,9 pmol auf 875,6 pmol) . Der einzige andere Rest, der einen 
(geringen) Anstieg zeigt, ist Phenylalanin, das eine zu Tyr 
ahnliche Seitenkette aufweist. Dies bestatigt die Annahme, 
die aus einem Vergleich des natiirlichen -restringierten 
Influenza-Epitops (mit der Sequenz TYQRTRALV) mit anderen K"- 
restringierten Peptiden im Hinblick auf den Tyrosin-Rest an 
Position 2 resultiert. Dagegen gibt es keinen definierten 
Aminosaurerest, der fiir die folgenden Positionen 3 bis 8 
charakteristisch ist. Es werden bis zu 14 unterschiedliche 
Reste in den einzelnen Positionen gefunden. An Position 9 
werden lie und Leu gefunden. Es gibt keinen Signalanstieg an 
Position 10, was darauf hindeutet, da6 die meisten K<i-gebun- 
denen Selbstpeptide nicht langer als 9 Reste sind. Das natur- 
liche K"* -restringierte Inf luenza-Peptid ist somit ein 
Nonapeptid (4). Das Konsensussequenzmuster, das aus diesen 
Ergebnissen hervorgeht, ist in Tabelle Ic gezeigt. Am meisten 
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auffallend sind Tyr an Position 2 und lie oder Leu an 9, 
wahrend an alien anderen Positionen eine groBere Anzahl an 
Resten gefunden wird. Ein Vergleich dieses Motivs iriit Peptid- 
sequenzen, die K*^ -restringierte Epitope enthalten, zeigt, daS 
die meisten gut zu dem -restringierten Konsensusmonomer- 
Motiv passeh (Tabelle Id) . 

Der durch einen Pfeil in Fraktion 29 von Figur lb markierte 
Peak und die korrespondierende Fraktion der Scheinprazipita- 
tion wurden unter hoherer Auflosung erneut chromatographiert , 
wobei das Fraktionsvolumen 0,5 ml betrug (Fig. Ic). Der 
scharfe spezifische Peak stellte ein Peptid mit der Aminosau- 
resequenz SYFPEITHI dar, das durch direkte Sequenzierung be- 
stimmt wurde. Die Identitat dieses natiirlichen Zellpeptids 
mit synthetischem SYFPEITHI-Peptid wurde durch Coelution auf 
HPLC bestatigt (Fig. Ic). Die Sequenz paBt zu dem Konsensus- 
motiv aus dem Pool der Fraktionen 20 bis 28 (Fig. la,b), 
wodurch das Vorhandensein eines spezifischen -restringier- 
ten Peptidmotivs (Tabelle Id) bestatigt wird. 
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Tabelle Id 

Das K** -restringierte Peptidmotiv 



Position 



Dominante Ankerreste 



stark 



schwach 



1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 




Y 


















N 


P 


M 


K 


T 








I 






F 


N 








L 












K 
xv 


F 


a 




V 


n 


p 


li 


A 




H 


E 


N 


I 


H 


E 


R 




V 


S 


D 


M 


D 


K 


S 




R 


D 


I 


Y 


E 


V 


V 




S 


H 


L 


V 


Q 


V 


T 




F 


N 


S 


R 


s 


F 






E 




T 


L 




R 






Q 




G 












K 
















M 
















T 













I 

L 



Bekannte Et^itope* 



TY ORTRALV 
SYFPE ITHI 



I 

V 

I 

L 

R 

R 

K 

S 

S 



Y 
Y 
Y 
Y 
Y 
Y 
Y 
Y 
Y 



A 

Q 
S 

Q 
L 
L 

Q 
I 
V 



T V 

I L 

T V 

N V 

E N 

K N 

A V 

P S 

P S 



A 
A 
A 
G 
G 
G 
T 
A 
A 



G 

I 

S 

T 

K 

K 

T 

E 

E 



S 
Y 
S 
Y 
E 
E 
T 
K 

Q 



L 
A 
L 
V 

T L 
T L 
L 
I 
I 



Literatur- 
stelle 
4,29 



Proteinguelle 
Influenza PR8 NP 147-154 
Selbstp^tid P815 

Influenza JAP HA 523-549 30,31 

Influenza JAP HA 523-549 30,31 

Influenza PR8 HA 518-528 32 

Influenza JAP HA 202-221 30,31 

HLA-A24 170-18233 33 

HLA-Cw3 170-186 34 

P815 Turror-Antigen 35 
Plasirodium berghei CSP 249-260 36 

Plasmodium yoeli CSP 276-288 37 
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* Peptide, von denen bekannt ist, daS sie K«i -restringierte T- 
Zellepitope enthalten, wurden gemaS ihrer Tyr-Reste in iiber- 
einstinmung gebracht. Peptide, von denen bekannt ist, daS sie 
natiirlich prozessiert sind, sind unterstrichen. 



Beispiel 2 

Elution von Peptiden aus K"- und Db-Molekiilen 
Detergenz-Lysate aus EL4-Tumorzellen (H-2'' ) wurden mit K" - 
spezifischen und Dt»-spezifischen Antikorpern, wie in Beispiel 
1 beschrieben, immunprazipitiert . Als D" -Antikorper wurde 
B22-249 (siehe Beispiel 1) und als K** -Antikorper wurde K9-178 
(IgG 2a, K, 27) verwendet. Die von MHC-Molekulen dissoziier- 
ten Peptide wurden diirch Reverse Phase HPLG aufgetrennt. 
Sowohl K*> - als auch D" -Material wurde mit Profilen eluiert, 
die in etwa dem K'' -Material aus Beispiel 1 entsprachen, wobei 
jedoch in dem heterogenen Material, das zwischen Fraktionen 
20 und 28 eluierte, gewisse Unterschiede auftraten. 

Db -restringieirtes Peptidmotiv 

Die vereinigten Fraktionen 20 bis 28 aus dem D^-Ansatz wurden 
sequenziert (Tabelle 2a, b) . Die Positionen 2 bis 4 enthielten 
mehrere Reste. Dagegen gab Zyklus 5 ein starkes Signal fiir 
Asn. Der vorherrschende Rest an Position 5 der D" -eluierten 
Selbstpeptide ist somit Asn. Das schwache Signal fiir Asp wird 
durch Hydrolyse von Asn zu Asp unter den Sequenzierungsbedin- 
gnngen verursacht. Die Positionen 6 bis 8 enthielten 5 bis 14 
unterschiedliche nachweisbare Reste. Position 9 enthielt ein 
starkes Signal fur Met, ein mittleres fiir He und ein schwa- 
ches fur Leu (alle hydrophob) . (Die Bedeutung von Met oder 
lie in einem D^ -restringierten Epitop wurde bereits berich- 
tet, siehe 17). An Position 10 war kein Signal, was darauf 
hindeutet, dafi D^* -prasentierte Selbstpeptide Nonapeptide 
sind. Das durch diese Ergebnisse ermittelte Konsensusmotiv 
ist in Tabelle 2c gezeigt. Ein Vergleich dieses Motivs mit 
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dem naturlichen D*^ -restringierten Peptid und mit anderen 
Peptiden, die D*^ -restringierte Epitope enthalten, zeigt, daS 
Asn an Position 5 ein unveranderlicher Ankerrest des -re- 
stringierten Peptidmotivs sein kann . Die anderen Reste der 

-restringierten Epitope unterscheiden sich erheblich, mit 
Ausnahme von Position 9 (mit Met, lie oder Leu), die wie eine 
zweite Ankerposition aussieht. 
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Tabelle 2c 

Das d'' -restringierte Pepti-dmotiv 



Position 



Dominante Ankerreste 



stark 



schwach 



1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 










N 








M 




M 
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K 




L 






I 
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E 




F 
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Q 
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V 
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D 
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Q 




T 
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H 
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D 
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K 




F 
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S 




P 
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Y 




S 
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Y 






T 










Q 








V 










H 


















I 


















K 


















P 


















S 









Bekannte Epitope 



ASNENMETM 
SGPSNT PPEI 
SGVENPGGYCL 

S A I N N Y . . . 



Proteinguelle 
Iirfluenza NP 366-374 154 
Mena\drus ElA 
Lyinphozyten Chorioroeningitis 
Virus GP 272-293 39 
Simian Virus 40 T 193-211 40 



Literatur- 
stelle 
4,2 
38 
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Kb -restringiertes Peptidmotiv 

Die vereinigten Fraktionen 20 bis 28 aus dem K^-Ansatz wurden 
sequehziert (Tabelle 3a,b) . Position 3 enthielt ein starkes 
Signal fiir Tyr und ein schwaches fur Pro. Position 4 zeigte 
schwache Signale fiir 5 Reste. Starke Signale fiir Phe und fiir 
Tyr machen diese beiden Reste an Position 5 vorherrschend . 
Die nachsten beiden Positionen enthielten 5 bzw. 3 Signale. 
Position 8 zeigte ein starkes Signal fiir Leu, ein mittleres 
fiir Met und schwachere fiir lie und Val. Position 9 zeigte 
keinen Anstieg fiir irgendeinen Rest, was mit der Lange des 
bekannten -restringierten natiirlichen Peptids, das ein 
Octamer ist (5), iibereinstimmt . Eine Analyse des -restrin- 
gierten Konsensusmotivs und Vergleich mit Epitopen zeigt zwei 
Ankerpositionen: Tyr oder Phe (beide mit ahnlichen aromati- 
schen Seitenketten) an Position 5 und Leu, Met, He oder Val 
(alle mit ahnlichen hydrophoben Seitenketten) an Position 8. 
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Tabelle 3c 

Das K^^ -restringierte Peptidmotiv 



Dominante Ankerreste 



1 2 



Position 
3 4 5 6 

F 

Y 



8 
L 



stark 
schwach 



M 



R N P R 


T 


N 


I 


I D 


I 


Q 


V 


L E 


E 


K 




S K 


S 






A T 









Bekannte Epitope 



RGYVYOGL 

SIINFEKL 
APGNYPAL 



Proteinquelle 
Vesicular Stxmatitis Virus 

HP 52-59 

Ovalbumin 258-276 
Sendai Virus NP 321-332 



Literatur- 
stelle 

5 

41 
42 



Reispiel 3 

HLA-A2 . 1-restringiertes Peptidmotiv 

Bin Detergenz-Lysat von menschlichen JY-Zellen mit dem HLA- 
A2 . 1-MHC-Molekul (45) wurde mit A2-spezif ischen Antikorpern 
(BB7.2, IgG2b, Literaturstelle 28) inununprazipitiert . Die von 
A2-Molekulen dissoziierten Peptide wurden durch HPLC aufge- 
trennt. Es wurden die Fraktionen 20 bis 28 vereinigt und wie 
zuvor beschrieben sequenziert (Tabelle 4). Die zweite Posi- 
tion enthielt ein starkes Signal fiir Leu und ein mittleres 
fiir Met. An den Positionen 3 bis 5 vmrden jeweils 6 bis 8 
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Rests gefunden. Position 6 enthielt Val, Leu, lie und Thr. 
Die folgenden zwei Positionen zeigten jeweils 3 Signale. 
Position 9 zeigte ein starkes Val- und ein schwaches Leu- 
Signal, Position 10 zeigte keinen Anstieg fiir einen Rest, was 
darauf hinweist,. daS A2-restringierte Epitope Nonapeptide 
sind. Leu oder Met an Position 2 und Val oder Leu an Position 
9 scheinen die Ankerreste zu sein. Einige von bekannten Pep- 
tiden mit A2-restringierten Epitopen konnen mit dem Motiv in 
Ubereinstimmung gebracht werden, wahrend dies bei anderen nur 
teilweise moglich ist (Tabelle 4c). Die Existenz von mehreren 
Varianten von A2-Molekulen kann diese schlechte Ubereinstim- 
mung einiger Peptide mit dem Motiv verursachen. 
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Tc±ielle 4c 

Das HLA-A2 . 1-restringierte Peptidmotiv (HLA-A*0201 ) 

Position 





1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


Dominant e Ankerreste 




L 














V 

V 


stark 




M 




E 




V 




K 












K 












schwach 


I 




A 


G 


I 


I 


A 


E 


L 




L 




Y 


P 


K 


L 


Y 


S 






F 




F 


D 


Y 


T . 


H 








K 




P 


T 


N 












M 




M 




G 












Y 




S 




F 












V 




R 




V 


H 









Bekannte Epitope 



ILKEPVHGV 

GILGFVFTL 
ILGFV FTLTV 
FLQSRPE PT 
A M Q M L K E . . 
PIA PGQMRE 
QMKDCTERQ 



Proteinquelle 
HIV Reverse Transkriptase 
461-485 

Influenza Matrixprotein 57-68 
Influenza Matrixprotein 57-68 
HIV Gag Protein 446-460 
HIV Gag Protein 193-203 
HIV Gag Protein 219-233 
HIV Gag Protein 418-443 



Literatur- 
stelle 

43 
44 
44 
46 
46 
46 
46 
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Tabelle 5 

Das HLA-A*0205-restringierte Peptidmotiv 



a) A*0205 

Doininem'te Ankerreste 



Position 
2 3 4 5 6 



8 



9 
L 



Andere 



V 


y 


G 


V 


I Q 


L 


p 


E 


y 


V 


I 


F 


D 


L 


T 


Q 


I 


K 


I 


L 


M 




N 




A 
R 



K 



Tabelle 6 

Das H-2K>^ -restringierte Peptidmotiv 



Dominante Ankerreste 
Stcirk 



Schwach 



Position 
12345678 

E I 



K 
N 

y 

M 



V Q L A N T 

F I G K 

L P H 

F T 

P V 

H F 

T S 
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Das H-2K*^ ^ ' -restringierte 

Dominante Ankerreste 

Stark 

Schwach 
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Peptidmotiv 

Position 
12345678 

I 

E K 

Q N P A R 
G Q R Y 

P G K 
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Patentanspriiche 



1. Verfahren zur Bestimmung von allelspezifischen Peptidmo- 
tiven auf Molekiilen des Major Histocompatibility Complex 
(MHC) der Klassen I oder II, 

d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , 

daB man 

(a) durch Zellauf schluB von Zellen, die MHC-Molekule 
enthalten, einen Zellextrakt erzeugtr 

(b) MHC-Molekule mit den darauf befindlichen Peptidmi- 
schungen durch Immunprazipitation aus dem 
Zellextrakt abtrennt, 

(c) die Peptidmischungen von MHC-Molekulen und 
sonstigen Proteinbestandteileri abtrennt, 

(d) einzelne Peptide oder /und ein Gemisch davon 
sequenziert, und 

(e) aus den erhaltenen Informationen, insbesondere aus 
der Sequenzierung eines Gemisches, oder aus der 
Sequenzierung einer Reihe von Einzelpeptiden, das 
allelspezif ische Peptidmotiv ableitet . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man Peptidmotive auf MHC-Molekulen der Klasse I 
bestimmt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2/ 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man Peptidmotive auf H-2K''-, H-K"-, H-2D''-, H-2K'= , 
H-2K"'', Oder HIA-A*0201 oder A* 02 05 -Molekiilen bestimmt. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB man fur die Immunprazipitation Ahtikoirper verwendet , 
die fiir MHC-Molekiile spezifisch sind. 
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5 . Verf ahren nach Anspruch if 

d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , 

daB man Festphasen-gebundene Antikorper verwendet* 

6. Verf ahren nach einem der vorheirgehenden Anspriiche^ 
dadurch gekennzeichnet, 
dciB die Abtrennung der Peptidmischungen von MHC- 
Molekulen und sonstigen Proteinbestandteilen 
chromatographisch erfolgt. 

7. Verf ahren nach Anspruch 6, 

dadurch gekennzei.chnet, 
daB die Abtrennung iiber Reverse Phase-HPLC erfolgt. 

8. Verf ahren nach Anspruch 7, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB die Abtrennung in einem Trif luoressigsaure/H2 0-Tri- 
f luoressigsaure/Acetonitril-Gradienten erfolgt . 

9. Peptidmotiv^ erhaltlich durch ein Verf ahren nach einem 
der Anspriiche 1 bis 8. 

10. Verwendung eines Peptidmotivs nach Anspruch 9 bei einem 
Verfahren zur Herstellung eines diagnostischen oder 
therapeutischen Mittels. 

11. Verwendung nach Anspruch 10 fiir den diagnostischen Nach- 
weis von MHC-Molekiilen. 

12. Verwendung nach Anspruch 11, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS man ein Peptid, das einem Peptidmotiv entspricht, 
mit einer Markierungsgruppe, insbesondere einer Biotin- 
Oder einer Fluoreszenzgruppe koppelt. 
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13. verwendung nach Anspruch 11 fiir die Therapie von Storun- 
gen des Inmunsy stems oder von Tumorerkrankungen. 

14. Verwendung nach Anspruch 13 fiir die Therapie von Autoim- 
munkrankheiten, TransplantatabstoBungen oder/und Graft- 
versus-Host-Reaktionen . 

15. Verwendung nach Anspruch 10 oder 14, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB ein Peptid, das einem Peptidmotiv entspricht, K- 
oder/und C- terminal mit lipophilen bzw. amphiphilen 
Gruppen, insbesondere auch lipophilen Peptid Helices 
kovalent verkiipft wird. 

16. Verwendung nach Anspruch 15, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS die lipophile bzw. amphiphile Gruppe Tripalmitoyl-S- 
glycerylcysteinyl-serylserin ist. 
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